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論文内容要旨
序章
 維管束植物の一生は,一個の受精卵からはじまる。受精卵は,球状胚,心臓型胚,魚雷型胚を経て,シュー
 ト項と幼根,胚軸,子葉をもつ成熟した胚に発生する。こうして形成された胚は種子の成熟とともに休眠
 し,光や温度などの環境条件が整ったときに発芽する。そして発芽後の光形態形成により,葉緑体が分化
 して光合成機能が獲得され,一個の独立栄養の植物体が誕生する。
 光合成組織の分化過程には,光合成機能を獲得するために必要なクロロフィル合成や炭酸固定に関連す
 る酵素,色素体ゲノムの転写,翻訳に関わるタンパク質などの秩序だった発現が起きる。葉緑体分化に関
 連する遺伝子は,色素体ゲノムと核ゲノムに別々に:コードされており,光応答性も異なっているが,その
 発現パターンは発生過程や組織に特異的にそれぞれ制御されている。例えばオオムギの芽生えでは,葉緑
 体分化に関連した遺伝子は,葉肉細胞の発達段階により発現制御を受けており,葉の基部の介在分裂組織
 に近い若い細胞では色素体の分裂や色素体DNA合成が盛んで,より先端部に向かうにつれ,色素体ゲノ
 ムの転写,翻訳に関わる遺伝子の転写やさまざまな光合成関連遺伝子の転写が順番におきる。そして葉の
 先端部には,光合成機能をもつ発達した葉緑体を含む葉肉細胞が分化する。
 胚形成過程での光合成組織の分化にも,様々な遺伝子の組織特異的な発現や色素体そのものの増殖・分
 化等様々な要因が関係していると考えられる。しかしながら,胚においては,こうした要因の解析を通し
 た光合成機能の発現や調節機構の研究が,芽生えや葉と比較して非常に遅れている。そこで,胚形成の過
 程でこれらの要因を解析し,胚形成に伴う光合成組織の分化の様式を明らかにしたいと考えた。また胚形
 成に伴う光合成組織の構築過程の解析は,ほとんど解明されていない胚形成過程における組織構築機構研
 究の一つの良いモデルとなると考えられた。
 胚発生過程における光合成組織分化を解析するためには,ぬ∂オか。でのニンジン不定胚分化系が優れて
 いる。この系では,通常2,4-Dを含む培地で培養している懸濁培養細胞を,2,4-Dを含まない培地に移す
 ことで,接合子胚とほぼ同様の発生過程を経て進行する不定胚分化を簡単に誘導することができる。また
 この系は,高頻度かっ同調的に不定胚分化を誘導できること,光を始めとする外的条件が操作しやすいこ
 となどの利点をもっため,生理・生化学的研究や発生プログラムを制御する分子機能の研究に用いられて
 きた。そこで本研究では,胚形成過程における光合成組織の構築機構をニンジン不定胚実験系を用いて解
 析することにした。
 まず,抗BrdU抗体とDAPIを用いたテクノビット包埋染色法を用いて,胚形成過程でのDNA合成
 細胞のパターン形成と色素体を含むオルガネラの挙動を解析し,胚形成過程での光合成組織および分裂組
 織の形成の様式を明らかにすることを試みた。次に,胚形成過程での光合成関連遺伝子の発現マーカーと
 なる遺伝子として,色素体コードのrboLと,核コードの。αわ及びNADPH:protochlorophyllide
 oxidoreductase(por)の単離し,これを用いて,光合成機能を担う遺伝子の胚形成過程での発現様式
 を加sど砒ハイブリダイゼーションにより解析した。
 第1章核・オルが木ラDNA合成の綴織学的解析
 胚における組織構築と細胞分裂,色素体やミトコンドリア(以下オルガネラと略す)の増殖との関連性
 について検討するために,核・オルガネラDNA合成に着目し,テクノビットー抗BrdU抗体・蛍光抗体
 染色法を用いて核・オ.ルガネラDNA合成パターニノを組織学的に解析した。
 その結果,後期球状胚において,すでに根端とシュート項に将来の分裂組織となると考えられる核DNA
 合成活性の低い細胞群が見いだされた。しかし,将来のシュート項分裂組織と考えられる細胞では,核
き
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 DNA合成活性が低下しているのにも関わらず,この領域の色素体を含むオルガネラのDNA合成は非常
 に活発に続いていることが分かった。そして,心臓型胚や魚雷型胚のシュート項分裂組織の細胞で色素体
 工)NA量の多い細胞が観察されたことから,細胞分裂活性が低下してからもなお色素体DNA合成が続き,
 その結果,細胞あたりの色素体DNA量が増加するのではないかと考えた。心臓型胚の子葉の先端や胚軸
 下部の皮層で非常に強い色素体DNA合成活性が観察され,魚雷型胚では子葉全体にわたって活発な色素
 体DNA合成がおきていた。これらの細胞の色素体は,将来活発な分裂を繰り返しながら葉緑体に分化す
 るための準備として,核様体DNA量を増幅していると考えられた。
 第2章ニンジン光合成関連遺伝子の単離
 光合成組織では,光応答性の異なる遺伝子や,核・色素体ゲノムに別々にコードされた遺伝子が,発生
 のプログラムに沿って協調して発現してはじめて葉緑体が分化し,光合成機能が獲得される。そこで本章
 では,胚における光合成組織の構築機構を解析するための分子マーカーを得る目的で,炭酸固定に関わる
 RubiscoLサブユニットの遺伝子(めoL)と,クロロフィルa/b結合タンパク質の遺伝子(oαδ)やク
 ロロフィル合成の最終段階を触媒する酵素の遺伝子(por)のcDNAの単離を試みた。その結果,PCR
 法を用い,ニンジンから,ゲノムクローンであるcrわcL1,cDNAクローンである。ごαわ1,coαわ3,01ρor1
 が単離された。
 第3章ニンジン光合成関連遺伝子の発現様式の解析
 本章では,第2章で単離された光合成関連遺伝子のうちcr龍L1,0cαわ3,卿or1の発現パターンをノー
 ザンハイブリダイゼーション及び加S加ハイブリダイゼーションにより解析した。
 その結果,or加H,ooαδ3,cρorlmRNAが,いずれも暗培養した心臓型胚の子葉に蓄積されるこ
 とがわかった。この領域は,第1章で見いだした色素体DNA合成活性の高い領域と重なっており,暗所
 であるにもかかわらず,胚での子葉の形成初期に色素体DNA合成と光合成関連遺伝子の発現がカップル
 しておきることが初めて示された。このことから,色素体の増殖や葉緑体分化に関連する遺伝子の発現が,
 将来の光合成組織の形成に関連して胚発生初期におきること,またこれらの遺伝子が,胚発生初期には光
 ではなく組織特異的に発現制御されていることが示された。
 一方,不定胚分化後期になると,eめcL!とcporlmRNAの蓄積が光の有無に関わらずみられたのに
 対して,oc⑳1mRNAの蓄積は,暗所で制御され,光によって促進されるようになった。それとほぼ同
 時期の,光照射した初期魚雷型胚では,子葉の葉肉前駆細胞特異的な01・椀L1,coαわ3,ClρorlmRNA
 の蓄積がみられるようになった。特にシュート頂側の子葉の基部の発現領域は,第1章において,シュー
 ト頂分裂組織と残存分裂組織の間に見いだされ,核DNA合成活性は低いが,色素体のDNA合成活性が
 依然として高い領域と一致していた。そこで葉肉前駆細胞の分化には,細胞分裂活性の低下と,色素体
 DNA合成活性の持続,そして,光合成関連遺伝子の発現がカップルして起こると考えられた。
 まとめと展望
 ニンジン不定胚分化過程における光合成組織構築機構を解析するために,核・オルガネラDNA合成と
 光合成関連遺伝子の発現に着目して研究を行った。その結果,将来のシュート頂と根端の分裂組織部位に
 おいて,核DNA合成活性が低下した静止中心様細胞が胚形成初期に存在すること,胚形成初期のこれら
 の細胞ではオルガネラDNA合成が活発におきていることを明らかにすることができた。また,不定胚分
 化過程では,光合成関連遺伝子。始cL1,00αδ3,0po冠はそれぞれ光応答性や時間的,空間的に異なる
 複雑な発現パターンを示したが。これらの遺伝子が共通して発現する細胞では色素体DNA合成が盛んで
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 あることがわかり,光合成機能発現のための協調した細胞構築が胚形成の早い時期から進行していること
 が示された。このように胚を用いて光合成関連遺伝子mRNAの蓄積を組織学的に解析した例はこれまで
 にほとんどなく,オルガネラDNA合成も含めた胚形成過程での光合成組織構築に関する総合的な研究は
 世界で初めてである。しかしながら,この研究は最初の一歩であり,まだ課題も多く残っている。胚発生
 過程における光合成組織構築機構研究を更に進めるためには,今回解析した遺伝子を含む,更に多くの色
 素体の増殖や分化に直接関わる遺伝子の発現パターンを胚形成過程で詳細に解析し,それらの発現を調節
 する機構を解析していく必要があると考えられる。それと同時に,タンパク質レベルでの蓄積とそのタン
 パク質機能の活性化機構をも同時に明らかにしていかなくてはならないであろう。
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 論文審査の結果の要驚
き
 本論文は,ニンジン不定胚分化実験系を用いて,主として光合成組織に注目し,胚形成過程における組
 織構築機構を解析したものである。
 著者は,まず,抗BrdU抗体とDAPIを用いて,胚形成過程での核及びオルガネラDNA合成の挙動
 を解析した。その結果,将来のシュート頂と根端の分裂組織部位において,核DNA合成活性が低下した
 静止中心様細胞が胚形成初期に存在すること,胚形成初期のこれらの細胞ではオルガネラDNA合成が活
 発におきていることを明らかにした。また,心臓型胚の子葉の先端や胚軸下部の皮層,魚雷型胚の子葉全
 体に活発な色素体DNA合成がおきていることを明らかにし,将来の光合成組織では,心臓型胚時に核
 DNA合成とカップルしない色素体の活発なDNA量が起きることを初めて示した。
 次に,胚形成過程での光合成関連遺伝子の発現マーカーとなる遺伝子として,色素体コードのRubiscoL
 サブユニットの遺伝子(r龍L)と,核コードのクロロフィルa/b結合タンパク質の遺伝子(o酌)及び
 NADPH:protochlorophyllideoxidoreduc七ase遺伝子(por)を単離し,これらの遺伝子の発現様式
 を厩s蜘ハイブリダイゼーションにより解析した。その結果,いずれのmRNAも暗培養した心臓型胚
 の子葉に蓄積されることを明らかにした。この領域は色素体DNA合成活性の高い領域と重なっており,
 暗所であるにもかかわらず,胚での子葉の形成初期に色素体DNA合成と光合成関連遺伝子の発現がカッ
 プルしておきることが初めて示された。このことから,色素体の増殖や葉緑体分化に関連する遺伝子の発
 現が,将来の光合成組織の形成に関連して胚発生初期におきること,またこれらの遺伝子が,胚発生初期
 には光ではなく組織特異的に発現制御されていることが示された。このように胚を用いて光合成関連遺伝
 子mRNAの蓄積を組織学的に解析した例はこれまでにほとんどなく,オルガネラDNA合成も含めた胚
 形成過程での光合成組織構築に関する総合的な研究は世界で初めてであった。
 ここに得られた結果の多くは新知見であり,いずれもこの分野の研究の進展に重要な示唆を与えるもの
 であり,かっ本人が自立して研究活動を行うのに十分な高度の研究能力と学識を有することを示すもので
 ある。よって,佐藤久美提出の論文は博士(理学)の学位論文として合格と認める。
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